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(T1) Hola buenas tardes. Soy Antonio Pérez del Instituto de la Grasa de Sevilla y la exposición que voy a realizar se titula “Clorofilas y carotenoides: del screening a la bioactividad tisular” que se enmarca dentro de esta sesión dedicada a fitoquímicos y otros compuestos bioactivos. 

(T2) Los compuestos fitoquímicos son un grupo de la cada vez más extensa lista de componentes bioactivos o funcionales. De forma general se entiende por compuesto fitoquímico a aquel producido por plantas aunque el término se asocia más concretamente a aquellos compuestos que pueden afectar a la salud sin ser nutrientes esenciales. Esta definición surge de la existencia de una asociación positiva entre dieta rica en alimentos vegetales y salud. Esta correlación no es tan directa puesto que los alimentos vegetales contienen, generalmente, un cocktail complejo de compuestos bioactivos, lo que impide, en principio asociar las evidencias sobre el efecto en la salud con los compuestos fitoquímicos y menos aún con uno en concreto. La lista de fitoquímicos también es extensa y de ella en el grupo de Química y Bioquímica de Pigmentos trabajamos con clorofilas y carotenoides. Los fitoquímicos han sido protagonistas durante los últimos 10-15 años de una extensa investigación encaminada a determinar esencialmente su actividad antioxidante. Este screening o barrido experimental se enfocó desde el punto de vista de la impronta en la calidad de los alimentos. 

(T3) Durante el procesado y conservación de un alimento se producen cambios en su composición al iniciarse procesos de transformación química y/o enzimática que modifican cualitativa y cuantitativamente a sus componentes. En el caso de fitoquímicos, éstos se modifican esencialmente a través de procesos redox mediante la participación de iniciadores o desencadenantes de oxidación. Los procesos oxidativos y su efecto en los fitoquímicos pueden alterar cualidades organolépticas, la estabilidad del alimento, su valor comercial e incluso comprometer la seguridad del mismo, en definitiva afectan la calidad. Pero la otra lectura de esta secuencia es que si los fitoquímicos experimentan procesos oxidativos es porque interaccionan vivamente con los prooxidantes y por tanto se pueden añadir en la elaboración de alimentos para utilizarlos como escudos protectores que frenen la oxidación, y que ésta no afecte a otros componentes esenciales o más valiosos. Una vez que surge la aplicación aparece el interrogante sobre qué fitoquímico tiene mayor actividad antioxidante. Alrededor de todo esto se genera una batería de metodologías para, de una forma más o menos acertada, determinar la actividad antioxidante de un fitoquímico concreto. Básicamente a los métodos de medida de actividad antioxidante se les exige adaptación al tipo de fitoquímico, que utilice una fuente de radicales relevante, que el proceso tenga un mecanismo y punto final definidos así como la repetibilidad y reproducibilidad adecuadas y reconocidos los interferentes. En torno a las diversas metodologías de medida se definen los conceptos apropiados (antagonismo, co-oxidante, sinergia) y los índices de actividad que resultan de ellas (TEAC, ORAC, FRAP, etcétera). Todo esto constituye el screening. Y de forma inmediata al screening de la actividad antioxidante se produce la IDENTIFICACIÓN de dicha actividad con la capacidad antioxidante a nivel celular o en un organismo vivo y los beneficios saludables que se derivan de ella. 

(T4) Surge entonces la teoría antioxidante: los procesos oxidativos de compuestos biológicos como lípidos, proteínas y ADN son promotores de procesos degenerativos, por lo que el consumo de compuestos que actúen como antioxidantes, como los fitoquímicos, disminuye el riesgo a desarrollar dichos procesos. La identificación fue tan directa por el hecho de que los fitoquímicos, debido a su origen vegetal natural se consideran seguros. Esta teoría asume beneficios en la salud a partir de un mecanismo antioxidante. Pero también existen handicaps o brechas en esta teoría. Los experimentos in vitro o ex vivo en los que se basan las determinaciones de capacidad antioxidante no reflejan necesariamente la complejidad de procesos que tienen lugar en nuestro organismo. Tampoco tiene por qué existir una correspondencia entre los mecanismos de acción. Generalmente no se considera el grado de biodisponibilidad que presenta el compuesto ni las modificaciones que éste experimenta durante el transporte hasta el sitio donde desarrolla su acción. La apreciación de los estudios epidemiológicos sobre la conexión entre una dieta rica en antioxidantes y un descenso en el riesgo a desarrollar procesos degenerativos no es tan evidente cuando se realizan estudios de intervención que no logran apoyar la teoría antioxidante por lo que ésta está en continuo estado de debate. Para complicar aún más este escenario aparecen nuevas consideraciones acerca del rol de señalización que los radicales libres tienen en el ciclo redox celular y sus implicaciones en expresión génica, proliferación y diferenciación. Entonces aquellos compuestos que modulan la presencia de radicales también tienen implicaciones en los procesos anteriormente mencionados mediante mecanismos no antioxidantes. Todas estas circunstancias obligan a pasar del screening a la bioactividad tisular y así contribuir de una forma eficiente y real a que las alegaciones o declaraciones acerca del papel bioactivo de un compuesto tengan soporte científico real y justificado. 

(T5) A mi parecer, el paso del screening a la bioactividad tisular tiene dos enfoques distintos que marcan la alternativa alimento/ingrediente, en función del tipo de respuesta que se produce o se busca. Por un lado se trabaja con indicadores, es decir, cuando la ingesta de un alimento, que contiene uno o un conjunto de compuestos fitoquímicos, produce un efecto fisiológico concreto. Son las alegaciones o declaraciones denominadas Tipo A y se basan en observaciones epidemiológicas, estudios clínicos... Por otro lado se trabaja con factores, es decir, cuando un fitoquímico concreto produce un descenso a desarrollar una determinada enfermedad. Son las alegaciones denominadas Tipo B, con las que se puede establecer una correlación más directa entre la bioactividad de un componente y su mecanismo de acción. En ambos casos todos los eventos y correlaciones que se produzcan estarán ligados a un marcador que es el que nos permite correlacionar la ingesta de un alimento o un compuesto con el beneficio saludable. Un marcador se define como aquella variable que es reflejo de un fenómeno de interés. La búsqueda de marcadores adecuados y fiables constituye un verdadero reto pero es necesaria para respaldar la declaración de bioactividad de un alimento o de un ingrediente. En el caso de fitoquímicos se han utilizado marcadores a partir de indicadores como la medida de su concentración en plasma (que es un indicador del consumo de ciertos alimentos) o a partir de factores ligados a procesos oxidativos determinado la presencia de metabolitos: son los marcadores de oxidación específicos o no.

(T6) Este salto del screening a la bioactividad tisular también lo ha experimentado la investigación centrada en clorofilas y los carotenoides. El screening en clorofilas se centra en acciones biológicas ligadas a la actividad antioxidante, la formación de complejos con compuestos citotóxicos y la activación de enzimas de biotransformación de fase II. En estos puntos se basan los estudios de bioactividad tisular, concretando como mecanismo de acción la formación de complejos con sustancias citotóxicas y utilizando la medida de concentración de aductos de ADN como marcador para determinar el rol beneficioso de la ingesta de clorofilas en algunos procesos degenerativos. Sin embargo, estos trabajos también tienen sus handicaps. En primer lugar no se tiene en cuenta la cantidad sustanciosa de modificaciones que experimentan las clorofilas durante el procesado de alimentos que las contienen por lo que la posibilidad de que se generen nuevas formas de distinta bioactividad al estándar utilizado en los experimentos modelo es elevada. Con respecto a ello, se tiene la tendencia a utilizar en la experimentación de bioactividad tisular a clorofilina de cobre un compuesto sintético que se obtiene por transformación química de extractos enriquecidos en clorofilas, de carácter hidrosoluble y que se utiliza como aditivo colorante. Sin embargo su “bioactividad” puede resultar muy diferente de la que muestre las clorofilas y derivados clorofílicos nativos. Y finalmente se desconocen las modificaciones metabólicas que experimentan estos compuestos durante y después de su absorción. Estos inconvenientes pueden estar en parte justificados por el coste elevado que tiene la obtención de patrones en cantidades adecuadas para realizar la experimentación. También algunos modelos experimentales han encontrado efectos tóxicos al utilizar clorofilas. A pesar de estos inconvenientes sí parece factible encontrar aplicaciones terapéuticas de las clorofilas para disminuir el riesgo a desarrollar algunos tipos de cáncer y la investigación necesaria para abordar este reto se centra en varios aspectos. En primer lugar existe un vacío en lo referente a la biodisponibilidad de clorofilas y derivados clorofílicos. También es necesario desarrollar la búsqueda de marcadores que indiquen el rol terapéutico así como el análisis de los mecanismos de acción. Para cubrir la primera necesidad el Grupo de Química y Bioquímica de Pigmentos ha desarrollado un proyecto financiado por el MEC dentro del Plan Nacional de I+D+i titulado “VALORACIÓN IN VITRO DE LA DISPONIBILIDAD Y ABSORCIÓN DE CLOROFILAS Y CAROTENOIDES EN FUNCIÓN DE SU ENTORNO” 
(T7) cuyos resultados en lo referente a la biodisponibilidad de clorofilas presentará mi compañera la Dra. Beatriz Gandul en la siguiente exposición.

(T8) En cuanto a los marcadores y mecanismo de acción de las clorofilas indicaré que se están abordando estudios sobre el efecto protector de las clorofilas en el efecto citotóxico que producen los grupos hemo en el epitelio intestinal. En este caso se está realizando un estudio de intervención en humanos y los resultados previos indican una correlación positiva entre la ingesta de clorofilas y un descenso en el riesgo a desarrollar cáncer de colon. Destaco que en este estudio son las clorofilas naturales las que presentan un efecto protector significativo y no así la clorofilina de cobre (sintética). Otros estudios se centran en la capacidad de clorofilas de inducir la actividad de enzimas de biotransformación de fase II; se ha demostrado que existe una correlación positiva entre la ingesta de clorofilas naturales y la inducción de la enzima quinonareductasa sin mostrar inhibición de las enzimas de fase I. En este caso, y a igualdad de dosis sí es la clorofilina de cobre la que tiene un efecto superior a las clorofilas naturales, pero éstas igualan el efecto de la clorofilina de cobre a los niveles de ingesta habituales.

(T9) A continuación centro la exposición en los componentes bioactivos a los que dedico mi trabajo: los carotenoides. La bioactividad de los carotenoides surge a partir de los efectos derivados de su función, su acción y su asociación. El término función se refiere al rol esencial de los carotenoides en la nutrición humana, el de servir de precursores de la vitamina A. En este caso sólo una fracción de los carotenoides de la Naturaleza (ca. 10%) pueden ejercer esta función. Sin embargo, las acciones y asociaciones son posibles para todos los carotenoides, tengan o no, actividad de provitamina A. La acción se define como la respuesta que se observa tras la administración de carotenoides. La actividad antioxidante y la inmunomodulación son las dos acciones a destacar de estos compuestos. Finalmente la asociación resulta de la correlación entre la ingesta de alimentos ricos en carotenoides y la prevención de enfermedades degenerativas. El descenso del riesgo a desarrollar algunos tipos de cáncer mejorando la comunicación intercelular es la principal asociación de estos componentes bioactivos. El rol terapéutico de carotenoides está siendo demostrado en casos particulares. Del que se tienen más evidencias fundamentadas es el de licopeno y cáncer de próstata, aunque también existen indicios sobre luteína y zeaxanteno y procesos degenerativos oculares, y -caroteno en el tratamiento de la protoporfiria eritropoyética. En el campo de carotenoides se ha avanzado en aspectos de biodisponibilidad con los recientes descubrimientos sobre el tipo de transporte que se da en el epitelio intestinal (activo y asociado al de colesterol) y los modificadores de biodisponibilidad. Pero también es posible detectar carencias y necesidades, principalmente sobre los procesos metabólicos de transformación, la detección de marcadores adecuados que indiquen el rol terapéutico y su mecanismo de acción. ¿Es posible afrontar con éxito estudios que completen estas carencias?

(T10) Cuando se visualiza el complejo escenario de procesos oxidativos que conforman el sistema de defensa antioxidante se concluye que es tarea difícil. A esto hay que añadir la dificultad en la búsqueda del marcador de bioactividad adecuado en cuanto a su validez biológica y metodológica. Nuestro equipo de investigación contempló entonces la posibilidad de que en un tejido como el epitelio intestinal se podían abordar estudios que completaran algunas de las carencias comentadas respecto al metabolismo de transformación de carotenoides y la búsqueda de marcadores que indicaran su rol terapéutico. Sabemos que en la mucosa intestinal se producen transformaciones de carotenoides asociadas a enzimas oxidativas, tipo oxigenasas y que en este tejido, y a consecuencia del estrés oxidativo se promueven procesos degenerativos. ¿Se pueden compaginar los dos hechos para demostrar una acción terapéutica concreta?

(T11) En el primer punto ya hemos propuesto la ruta -oxidativa como la generadora de productos de degradación, que de momento y en sistemas modelo se han identificado. Estos productos de degradación, en función del tipo de modificación estructural que presenten se pueden utilizar como factores asociados al estrés oxidativo de la mucosa. ¿Se puede correlacionar la actividad de enzimas oxidativas con algún fenómeno de interés en el epitelio intestinal?

(T12) El epitelio intestinal es uno de los tejidos más sensibles y expuesto a cambios oxidativos que pueden dañar la mucosa intestinal, alterar su función e incrementar la permeabilidad de la membrana, situaciones que desencadenan varios desórdenes gastrointestinales. Los hidroperóxidos lipídicos presentes en nuestra dieta constituyen una fuente exógena de estrés oxidativo promotor de procesos degenerativos. De aquí la correlación entre la ingesta en grasas y la incidencia del cáncer de colon. Por otro lado los hidroperóxidos lipídicos estimulan la actividad de enzimas oxigenasas como la lipoxigenasa y la cicloxigenasa. Estas enzimas tienen un marcado carácter pro-oxidativo puesto que en su ciclo de actividad se generan especies reactivas de oxígeno que en determinadas circunstancias pueden escapar de dicho ciclo. Así se constituye una retroalimentación, es decir el producto de la reacción promueve la actividad del enzima que lo genera, perdiendo entonces la noción de si los radicales son la causa o la consecuencia del proceso reactivo. En cualquier caso la oxidación, exógena y endógena, es causa de procesos inflamatorios en el epitelio intestinal, y que este evento va acompañado de un elevado índice de actividad de oxigenasas. 

(T13) De este planteamiento surge el proyecto que se hemos iniciado muy recientemente y titulado “BIODISPONIBILIDAD DE CAROTENOIDES ASOCIADA AL TRANSPORTE DE COLESTEROL, ESTABILIDAD E IMPLICACIONES EN PROCESOS OXIDATIVOS EN EPITELIO INTESTINAL”. En este proyecto vamos a conjugar los dos puntos anteriores, determinando los productos de degradación de carotenoides que se producen en el epitelio intestinal debido a la acción de oxigenasas en dos condiciones fisiológicas y de estrés oxidativo y buscando una correlación entre la generación de estos productos de degradación, la actividad enzimática y procesos inflamatorios del epitelio intestinal.










Clorofilas y carotenoides: del screening a la bioactividad tisular


